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 Einleitung 1
1.1 Allgemein 
Quantitative Analysenmethoden spielen eine wichtige Rolle in Medizin, Biologie und 
Umweltwissenschaften, z. B. bei der klinischen Entwicklung von Arzneimitteln, bei 
Drogen- und Dopingkontrollen oder dem Umweltmonitoring von anthropogenen 
Spurenstoffen. Die Quantifizierung von Substanzen mit oft sehr niedriger Konzentration 
erfolgt häufig in komplexen Probenmatrices wie Urin, Blut, Gewebeextrakten oder 
Umweltproben. Dafür sind hoch empfindliche, selektive und präzise Methoden 
erforderlich. Eine sehr leistungsfähige Technik für die quantitative Analyse in komplexen 
Matrices ist die Flüssigkeitschromatographie (liquid chromatography, LC) gekoppelt mit 
der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS). 
1.1.1 Massenspektrometrie 
Die Massenspektrometrie (MS) ist ein Verfahren für die Bestimmung von Molekülmassen 
und dient der Strukturaufklärung sowie der quantitativen Analytik. Dabei werden die 
Moleküle zunächst in positiv oder negativ geladene Ionen überführt, wobei zusätzlich ein 
Zerfall in spezifische Bruchstücke (Fragmentierung) erfolgen kann. Die geladenen 
Teilchen werden anschließend nach ihrem Masse-Ladungs-(m/z)-Verhältnis aufgetrennt 
und ihre Signal-Intensität bestimmt. Es lassen sich vier verschiedene Analysatoren 
unterscheiden: Sektorfeld-, Flugzeit-, Ionenfallen- und Quadrupol-Massenspektrometer. 
Für die quantitative Analytik spielt das Quadrupol-Massenspektrometer die größte Rolle. 
Eine höhere Spezifität wird erreicht, indem massenselektierte Ionen einer zweiten 
Massenanalyse unterzogen werden, der sogenannten Tandem-Massenspektrometrie 
(MS/MS). Das Triple-Quadrupol-Massenspektrometer ist der am häufigsten verwendete 
Analysator unter den Tandem-Massenspektrometern und besteht aus drei 
aufeinanderfolgenden Quadrupolen. Zwei Quadrupole operieren als m/z-Analysatoren 
und der mittlere Quadrupol funktioniert als eine Kollisionszelle. Im ersten Quadrupol 
werden ausgewählte Molekülionen selektiert, diese werden im zweiten Quadrupol mittels 
hoher Energie und Kollisionsgas in spezifische Fragmente dissoziiert, welche dann 
nachfolgend im dritten Quadrupol wiederum selektiert und in der Intensität analysiert 
werden. 
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1.1.2 Kopplung von Flüssigkeitschromatographie und Tandem-
Massenspektrometrie 
Die Flüssigkeitschromatografie (liquid chromatography, LC) ist ein Trennverfahren, das 
auf den unterschiedlichen Wechselwirkungen und Verteilungen von Substanzen 
zwischen einer mobilen und einer stationären Phase beruht. Der Probenextrakt wird in 
die mobile Phase (Laufmittel) injiziert und mittels diesem durch die stationäre Phase 
(analytische Trennsäule) transportiert. Dabei kommt es aufgrund von unterschiedlichen 
Wechselwirkungen und Verteilungen der Substanzen zu einer Auftrennung des 
Stoffgemisches. Je nach Zielanalyten und Anforderungen können verschiedene 
Trennmechanismen wie Normalphasen-, Umkehrphasen-, Ionenaustausch- und 
Größenausschlusschromatographie gewählt werden. Die gebräuchlichste Trenntechnik 
ist die Umkehrphasen (reversed phase, RP) -Chromatographie, die wässrige polare 
Lösungen als mobile Phasen und unpolare an Silicagel gebundene C18-Ketten als 
stationäre Phasen verwendet (auch als C18-modifizierte Kieselgelphasen bezeichnet). 
Prinzipiell wird die RP-Chromatographie zur Trennung von Verbindungen durch ihre 
Hydrophobie und Polarität angewendet. Die RP-Chromatographie wird für kleine bis 
mittelgroße Verbindungen von niedriger bis mittlerer Polarität eingesetzt. 
Bei der Kopplung von LC und MS müssen die Zielanalyte aus dem Flüssigkeitsstrom in 
die Gasphase überführt und gleichzeitig ionisiert werden, was erst durch die Entwicklung 
von Atmosphärendruck-Ionisierungstechniken (API Quellen) durch Fenn (Fenn et al., 
1989) in den 1980er Jahren ermöglicht wurde. Prinzipiell gibt es drei Techniken der 
Atmosphärendruckionisierung: die Atmosphärendruck-chemische Ionisation 
(atmospheric pressure chemical ionization, APCI), die Atmosphärendruck-
Photoionisation (atmospheric pressure photo ionization, APPI) und die Elektrospray-
Ionisation (electrospray ionization, ESI). Die Analyt-Ionen werden bei der APCI durch 
eine chemische Reaktion mit einem Reaktandgas-Plasma erzeugt und bei der APPI 
durch eine UV-Lichtquelle. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Elektrospray-Ionisierung untersucht, wobei die 
Ionisierung von der kondensierenden Phase bis zu isolierten Ionen in der Gasphase im 
Atmosphärendruck erfolgt. Durch diese Technik werden selbst große Moleküle wie 
Proteine und Peptide leicht ionisiert und dabei nur wenig fragmentiert. Die in über 80 % 
der LC-MS/MS-Kopplung verwendete Ionisierung mittels Elektrospray-Ionisation 
ermöglicht darüber hinaus die massenspektrometrische Analyse von kleinen polaren, 
thermisch labilen oder schlecht verdampfbaren Molekülen der Pharmazeutika und 
Pestizide. 
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Seither ist die LC-MS/MS-Kopplung eine weit verbreitete Methode zur quantitativen und 
qualitativen Analyse in den Bereichen Bio-, Lebensmittel- und Umweltanalytik, da sie für 
eine Vielzahl von Analyten, Probenmatrices und analytischen Anforderungen geeignet 
ist. 
1.1.3 Matrixeffekte: Ursachen und Folgen  
Für eine störungsfreie LC-MS/MS-Analytik müssen Verunreinigungen aus den Proben 
bestmöglich abgetrennt werden. Jedoch sind die Zielanalyte trotz Probenvorbereitung 
und nach Flüssigkeitschromatographie oft nicht vollständig von Begleitsubstanzen 
isoliert. Eine hohe Komplexität der Proben (Probenbestandteile und -beschaffenheit) 
kann insbesondere bei der quantitativen Analytik mittels LC-MS/MS zu falschen 
Ergebnissen führen. Je nach Einsatzgebiet der LC-MS/MS-Technik können die 
Begleitsubstanzen in der Probenmatrix, welche Salze, Fette, Proteine, Zucker und viele 
weitere Bestandteile ausmachen, die Messung von Zielanalyten beeinflussen und zu 
Problemen und Fehlern führen. Die durch Probenbestandteile und Verunreinigungen 
verursachten Folgen werden allgemein als Matrixeffekte bezeichnet. Die „International 
Union of Pure and Applied Chemistry“ (IUPAC) definiert den Matrixeffekt als Summe 
aller Einflüsse auf die Messung eines Analyten, die von anderen Komponenten der 
Probe ausgehen (Guilbault et al., 1989). 
Als Ursache für den Matrixeffekt während der LC-MS/MS-Messung werden 
Wechselwirkungen in der besonders häufig verwendeten ESI vermutet. Der 
Ionisierungsmechanismus der ESI lässt sich in vier Abläufe unterteilen (Abbildung 1): 
i) Anlegen einer elektrischen Hochspannung an der Sprühkapillare und Herstellung des 
Taylorkegels, ii) Erzeugung eines Sprays geladener Tröpfchen, unterstützt durch das 
Nebulizer Gas, iii) Lösungsmittelverdampfung und Erhöhung der Ladungsdichte 
innerhalb der Tröpfchen, iv) Rayleighlimit, also coulombsche Abstoßung gleicher 
Ladungen und Oberflächenspannung befinden sich im Gleichgewicht und es kommt zur 
„Coulomb Explosion“, ein Auseinanderreißen der Tröpfchen in kleinere Tröpfchen. 
Dieser Ablauf aus Verdampfung, Erhöhung der Dichte, Abstoßung und „Coulomb 
Explosion“ wiederholt sich bis die Molekülionen isoliert in der Gasphase vorliegen. Die 
Ionisierung kann je nach angelegter Spannung im ESI+- oder ESI--Modus durchgeführt 
werden und ermöglicht jeweils die Bildung von positiv oder negativ geladenen Ionen.  
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Abbildung 1. Schematischer Ablauf der Elektrospray-Ionisierung bei der LC-MS/MS-Kopplung 
 
Innerhalb der Tröpfchen befinden sich neben den Zielanalyten Begleitsubstanzen aus 
der Probenmatrix. Die Begleitsubstanzen haben aufgrund ihrer Konzentration, 
Ionisierbarkeit, Oberflächenaktivität oder Moleküloberfläche Einfluss auf die 
Ionisierungseffektivität von gleichzeitig vorliegenden Zielanalyten. Der 
Ionisierungsmechanismus ist ein dynamischer Prozess, bei dem es zu 
Ladungstransferreaktionen kommen kann (Kebarle et al., 1993; Enke et al., 1997). 
Die Folge davon ist, dass die Ionisierungseffizienz durch Gleichgewichts- oder 
Verdrängungsmechanismen verändert wird. Damit ist die Signalgröße nicht mehr allein 
von der Konzentration der Analyten abhängig, sondern auch von der Matrix. Wird der 
Matrixeffekt nicht beachtet, kann das zu Fehlern bei der Quantifizierung führen. 
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Matrixeffekte sind ein Hauptgrund für eine verringerte Sensitivität, schlechte 
Reproduzierbarkeit und Richtigkeit bei der Anwendung von LC-MS/MS vorwiegend, 
wenn Analyte in geringer Konzentration oder in komplexer Matrix untersucht werden, z. 
B. Urin-, Plasma-, Abwasser- oder Umweltproben. 
1.1.4 Methoden zur Detektion von Matrixeffekten 
Der Matrixeffekt kann mit geeigneten Methoden, wie der „post extraction addition“ 
(Buhrman et al., 1996) oder der „post-column infusion“ (Bonfiglio et al., 1999), 
quantifiziert und sichtbar gemacht werden. Bei der „post extraction addition“ wird eine 
bekannte Konzentration einer Substanz mittels LC-ESI-MS/MS in matrixfreier Lösung 
und in extrahiertem Probenextrakt gemessen und die Messsignale anschließend 
verglichen. Unterscheiden sich die Signale der beiden Messungen, unterliegt die 
Substanz während der Messung in dem Probenextrakt einem Matrixeffekt. Die „post 
extraction addition“ ermöglicht die genaue Quantifizierung des Matrixeffekts eines 
Probenextrakts für untersuchte Analyte und zu deren Retentionszeiten. Jedoch werden 
die Matrixeffekte in anderen Bereichen der chromatographischen Trennung als der 
untersuchten Substanzen nicht erfasst. Die „post-column infusion“ (PCI) ermöglicht die 
Bestimmung des Matrixeffekt-Profils für die gesamte chromatographische Trennung. Bei 
dieser Methode wird eine Analytlösung zwischen chromatographischer Säule und 
Ionisierungsquelle in den Flüssigkeitsstrom infundiert und liefert kontinuierlich ein 
gleichbleibendes Signal. Wird ein Matrixextrakt injiziert und chromatographisch getrennt, 
erreichen dessen Bestandteile aufeinanderfolgend die Ionenquelle und können die 
Ionisierungseffizienz der infundierten Analytlösung beeinflussen. Die beobachtete 
Signalunterdrückung oder -verstärkung charakterisiert den Matrixeffekt. 
1.1.5 Methoden zur Minimierung von Matrixeffekten 
Um den Matrixeffekt zu minimieren, versucht man, die Analyte von der Matrix zu trennen 
oder die Konzentration störender Probenbestandteile zu verringern. Dafür gibt es zwei 
prinzipielle Möglichkeiten, die Probenvorbereitung und die chromatographische 
Trennung. Beide werden meist parallel optimiert. Als Probenvorbereitung dienen 
beispielsweise Extraktion, Ausfällung oder Verdünnung der Probe. 
Der Extraktionsprozess erfolgt zwischen verschiedenen nicht mischbaren Phasen, wobei 
die durch die physikalisch-chemischen Eigenschaften bedingte Verteilung der 
Substanzen zwischen den Phasen genutzt wird. Die Phasen können flüssig, fest oder 
gasförmig sein und verschieden kombiniert verwendet werden. Abhängig von dem 
Verfahren ist die Extraktion ein Adsorptions-, Lösungs- oder Verteilungsprozess. Für 
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flüssige Proben sind die Fest- (solid phase extraction, SPE) und 
Flüssigphasenextraktionsmethoden am meisten etabliert. Die Festphasenextraktion ist 
aufgrund der Vielfalt an Phasenmaterialien wie Normal-, Umkehr-, Ionenaustausch- und 
auch kombinierten Phasen für viele Verbindungen und Ionen anwendbar, auch ist sie 
leichter automatisierbar. 
Die Festphasenextraktion aus der flüssigen Probe erfolgt mittels eines geeigneten 
Extraktionsmaterials, das in eine Kartusche gepackt ist. Je nach gewähltem 
Festphasenmaterial können Verbindungen von polarem, unpolarem und ionischem 
Charakter aus der Probe adsorbiert werden. Da alle Substanzen, die ähnliche 
Eigenschaften aufweisen, an das Extraktionsmaterial gebunden werden, ist das 
Verfahren unter Umständen unspezifisch. Das Problem verstärkt sich, wenn gleichzeitig 
verschiedene Analyte mit unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften 
bestimmt werden sollen. Sind die Zielkomponenten aus der flüssigen Probe an die feste 
Phase gebunden, werden Verunreinigungen wie Salze oder fälschlich gebundene 
Komponenten mittels Waschlösungen aus der Kartusche ausgewaschen. Anschließend 
werden die Analyte mittels eines geeigneten Lösungsmittels von der Kartusche eluiert. 
Das Eluat kann eingeengt werden, um eine Konzentrationserhöhung der Analyten zu 
erreichen. Dabei werden jedoch auch nicht abgetrennte, störende Matrixbestandteile 
angereichert. 
Neben der Extraktion stellt die Proteinfällung eine einfache Methode dar, um die Menge 
an gelösten Proteinverbindungen einer Probe aus Plasma oder Blut zu reduzieren. Auch 
kann eine einfache Verdünnung der Probe die Gesamtdichte gelöster Moleküle in einer 
komplexen Probe reduzieren, erfordert aber entsprechend niedrige Nachweisgrenzen. 
Unter Umständen ist jedoch ein sehr hoher Verdünnungsansatz notwendig, um 
vernachlässigbare Matrixeffekte zu erreichen. 
Die Flüssigkeitschromatographie dient neben der selektiven Trennung von 
Zielkomponenten auch der Auf- bzw. Abtrennung von Verunreinigungen. Die Elution 
kann über die zeitliche Änderung der Laufmittelzusammensetzung so optimiert werden, 
dass alle Bestandteile der Probe aufeinanderfolgend den Detektor erreichen. Damit 
können Matrixeffekte aufgrund von Co-eluierenden Bestandteilen verringert werden. 
Jedoch kann eine intensivierte Trennung lange Retentionszeiten erfordern und 
insgesamt die Analysenzeiten verlängern. Auch sind die Trennleistung und die 
Abtrennung von Verunreinigungen jeweils abhängig von der Probenzusammensetzung 
und müssen dementsprechend für jeden Probentyp untersucht werden. 
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1.1.6 Methoden zur Kompensation von Matrixeffekten in der quantitativen 
Analytik 
Da Matrixbestandteile bei der Reinigung komplexer Proben häufig trotz 
Probenvorbereitung und Chromatographie nicht vollständig abgetrennt werden, wurden 
verschiedene Methoden entwickelt, um den Matrixeffekt zu berücksichtigen und zu 
kompensieren (Stuber et al. 2004; Kruve et al. 2013). 
Die am häufigsten verwendeten Quantifizierungsmethoden sind die Standardaddition 
(standard addition), die Matrix-Kalibrierung (Matrix-matched external calibration) und der 
Einsatz von internen Standards oder isotopenmarkierten internen Standards (isotopically 
labeled internal standards). Eine alternative, jedoch nicht häufig verwendete Methode ist 
die Nachsäuleninfusion von isotopenmarkierten Substanzen. 
Bei der Standardaddition wird die Probe mehrfach gemessen: original und mindestens 
einmal zusätzlich, versetzt mit bekannter Konzentration des Zielanalyten. Über das 
Verhältnis der Messwerte kann die Konzentration der ursprünglichen Probe berechnet 
werden. Die Methode ist einfach in der Methodenentwicklung und zuverlässig in der 
Matrixeffektkompensation der jeweiligen Analyte. Jedoch kommt es durch die 
Mehrfachbehandlung zu einem erhöhten Arbeits-, Material- und Zeitaufwand und 
zusätzlich muss der zu erwartende Konzentrationsbereich der Probe für eine richtige 
Quantifizierung bekannt sein. 
Die Matrix-Kalibrierung wird häufig für Proben eines einheitlichen Matrixtyps verwendet, 
wobei die Kalibrierstandards der Analyte in einer vergleichbaren analytfreien Matrix 
hergestellt werden. Die Kompensation des Matrixeffekts basiert auf der Annahme von 
vergleichbarem Verhalten des Analyten in Kalibrierlösungen aus z. B. Serum und Analyt 
in der jeweiligen Serumprobe. Es wird davon ausgegangen, dass der Matrixeffekt der 
Kalibrierstandards und jeder einzelnen Serumprobe gleich ist. Das ist jedoch für viele 
Probentypen nicht der Fall (Abwasserproben, Patientenurin). Hinzu kommt, dass eine 
analytfreie Vergleichsmatrix nicht immer zur Verfügung steht. Daher ist die Matrix-
Kalibrierung u. a. bei Abwasseruntersuchungen nicht möglich. 
Die Verwendung von internen Standards (IS), strukturverwandte Substanzen oder 
isotopenmarkierte Analoga der Analyte, ist die heutzutage am häufigsten etablierte 
Quantifizierungsmethode. Der Einsatz von isotopenmarkierten Analoga ist dabei die 
bevorzugte Vorgehensweise, da diese das Verhalten der Analyte sehr gut 
repräsentieren. Die isotopenmarkierten Analoga unterliegen den gleichen Extraktions- 
und chromatographischen Trennmechanismen, können aber mittels 
8 
Massenspektrometrie, aufgrund anderer Molekülmasse von den Analyten differenziert 
analysiert werden. Die Standards und Proben werden mit konstanter Konzentration des 
IS versetzt. Während das Verhältnis von IS und Analyt der Standards eine Funktion für 
die Analyt-Konzentration liefert, kann das Signalverhältnis von IS und Analyt in der 
Probe zur Konzentrationsbestimmung herangezogen werden. Gleichzeitig bietet der IS 
die Möglichkeit, Fehler während der Probenvorbereitung zu korrigieren. Die 
Quantifizierung über isotopenmarkierte IS ist eine sehr genaue und zuverlässige 
Methode. 
Jedoch ist eine große Anzahl an Standardsubstanzen, für jeden Analyt der 
isotopenmarkierte Analoga, nötig. Diese sind in ihrer Anschaffung oft sehr teuer und 
teilweise nicht oder nur temporär erhältlich. Daher wird zur Kompensation häufig eine 
strukturähnliche Substanz als IS verwendet, die aber nicht exakt den Analyt in 
Extraktionsverhalten und chromatographischer Trennung repräsentiert. Außerdem wurde 
bisher beobachtet, dass Analyt und isotopenmarkiertes Analogon sich gegenseitig 
beeinflussen können. Insgesamt verändert die interne Standardmethode die 
ursprüngliche Zusammensetzung der Probe und ist daher auch für die Verwendung zur 
Matrixeffektkompensation limitiert. 
Eine alternative Methode zur Matrixkompensation ist die Nachsäuleninfusion von 
Standardsubstanzen. Dabei wird eine Standardsubstanz verwendet, die die Matrixeffekte 
resultierend aus der chromatographischen Trennung widerspiegelt und für die 
Matrixeffektkompensation aller getrennten Analyte herangezogen wird. Die 
Standardsubstanz wird dem Flüssigkeitsstrom nach der chromatographischen Trennung 
in gleichbleibender Konzentration infundiert, sodass diese über den gesamten 
Messzeitraum eine konstante Signalantwort liefert. Wie bei der klassischen IS-
Quantifizierung, wird das Signalverhältnis von infundiertem IS und Analyt zur 
Quantifizierung verwendet und müssen Standards der Analyte vermessen werden, um 
die Beziehung von infundiertem IS und Analyt zu beschreiben. Dabei können, als zu 
infundierende Standardsubstanzen, isotopenmarkierte Analoga oder auch in den Proben 
nicht enthaltene Substanzen verwendet werden. Die Vorteile der Quantifizierung mittels 
Nachsäuleninfusion eines IS sind ein deutlich reduzierter Verbrauch von 
Standardsubstanz und eine Quantifizierung unabhängig von isotopenmarkierten IS. Die 
Nachsäuleninfusion ermöglicht es, verschiedene Analyte unterschiedlicher 
Fragestellungen und Methoden mit einem infundierten IS zu bestimmen. Die Methode 
kann um beliebig viele Analyte erweitert werden. Dazu wird der neue Analyt einer 
Probenreihe eines Matrixtyps in bekannter Konzentration zugesetzt und mit infundiertem 
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IS über LC-MS/MS gemessen. Der integrierte Analyt und infundierter IS müssen dabei 
ein konstantes Signal-Verhältnis in den Testmessungen der Probenmatrix zeigen. 
Da der nachsäuleninfundierte IS zufällige Fehler während der Probenvorbereitung nicht 
korrigiert, sollte ein zusätzlicher IS in die Proben integriert werden. Bisher zeigten 
mehrere Forschergruppen den erfolgreichen Einsatz der Nachsäuleninfusion von IS zur 
Quantifizierung in verschiedenen Methodenentwicklungen (Choi et al., 1999; Stahnke et 
al., 2009; Liao et al., 2014; Gonzales et al., 2015).  
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1.2 Publikationen der Teilprojekte 
Übergeordnetes Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung und Kompensation des 
Matrixeffektes für die Analytik von Arzneimitteln in komplexen Probenmatrices mit LC-
ESI-MS/MS Technik. Aufgeteilt wurde die Arbeit in drei Teilprojekte: 
1.2.1 Rossmann, J., Schubert, S., Gurke, R., Oertel, R., Kirch, W. Simultaneous 
determination of most prescribed antibiotics in multiple urban wastewater 
by SPE-LC–MS/MS. Journal of Chromatography B 969, 2014, 0, 162-170 
Ziel des ersten Teilprojekts war die Entwicklung einer LC-ESI-MS/MS-Analysenmethode 
für die Bestimmung verschiedener Antibiotika in Abwasserproben in einem 
Langzeitmonitoring über ein Jahr. Als relevante Antibiotika wurden die am häufigsten 
verschriebenen Substanzen in Dresden anhand der Verschreibungsdaten der AOK Plus 
ermittelt. Neben den ausgewählten Mehrklassenantibiotika Amoxicillin, Penicillin V und 
Piperacillin (Penicilline), Cefotaxim und Cefuroxim (Cephalosporine), Azithromycin, 
Clarithromycin und Roxithromycin (Makrolide), Ciprofloxacin und Levofloxacin-Ofloxacin 
(Fluorchinolone), Clindamycin (Lincosamid), Doxycyclin (Tetracyclin), Sulfamethoxazol 
(Sulfonamid) und Trimethoprim (Dihydrofolat-Reduktase-Hemmer) wurde der bioaktive 
Metabolit Clindamycin-Sulfoxid, das Reserveantibiotikum Vancomycin (Glycopeptid) und 
als Tracer der Kläranlage das Antikonvulsivum Carbamazepin und das Antimykotikum 
Fluconazol ausgewählt. Die chemische Diversität der ausgewählten Antibiotika machte 
es notwendig, einen RP- und einen HILIC-Trennmechanismus für die Chromatographie 
von unpolaren und polaren Substanzen anzuwenden. Für die Detektion mit positiver 
Elektrosprayionisierung (ESI+) wurde ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer 
(MS/MS) und Mehrfachreaktionsüberwachung (multiple reaction monitoring, MRM) 
verwendet. Für die Probenvorbereitung wurde die automatisierte Festphasenextraktion 
über eine Oasis HLB-Kartusche gewählt. Die Wiederfindung der Analyte, bestimmt in 
einer Vergleichsmatrix (Urin), variierte von 35 % für Roxithromycin bis zu 103 % für 
Clindamycin und spiegelt die hohe Diversität der Analyte wider. Die 24-Stunden-
Abwassermischproben wurden während unterschiedlicher Reinigungsstufen der 
Kläranlage Dresden-Kaditz genommen und an ausgewählten Stellen innerhalb des 
Dresdner Kanalnetzes. Dadurch wiesen die Abwasserproben eine starke Variabilität im 
Grad der Verunreinigung auf. Neben stark verunreinigten Abwasserproben der 
Kanalisation wurde häufig auch verdünntes Abwasser an Regentagen oder gereinigtes 
Abwasser der Kläranlage untersucht. Es gab weder analytfreie Matrixproben noch 
isotopenmarkierte Standards für alle Zielanalyte. Um das Problem mit der stark 
variierenden meist sehr komplexen Matrix zu lösen, wurde mit Standardaddition 
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quantifiziert und somit der Matrixeffekt der jeweiligen Abwasserprobe berücksichtigt. Als 
Qualitätskontrolle der Messungen diente eine externe Matrix-Kalibrierung in verdünntem 
Urin, welche der gleichen Probenvorbereitung unterlag. 
Die Analysenmethode wurde mittels der Qualitätskennwerte Linearität, 
Regressionskoeffizient, Präzision, Genauigkeit, Wiederfindung, Prozesseffektivität und 
Matrixeffekt innerhalb der Quantifizierungsgrenzen 20 - 20.000 ng/L oder 100 - 
100.000 ng/L validiert. Schließlich wurde die Methode erfolgreich zur Quantifizierung der 
meistverschriebenen Antibiotika im Zu- und Ablauf der städtischen Kläranlage Dresden 
sowie im Abwasser der städtischen Abwasserkanalisation und im Krankenhausabwasser 
eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten eine breite Anwendbarkeit der analytischen Methode 
und eine hohe Übertragbarkeit auf andere Abwassersysteme. Der Nachteil der Methode 
ist der relativ hohe Aufwand, denn für jede Probe sind Mehrfachmessungen erforderlich. 
Im zweiten Teilprojekt sollte deshalb der Matrixeffekt genauer untersucht werden mit 
dem Ziel, ihn mit weniger Aufwand kompensieren zu können. 
1.2.2 Rossmann, J., Gurke, R., Renner, L.D., Oertel, R., Kirch, W. Evaluation of 
the matrix effect of different sample matrices for 33 pharmaceuticals by 
post-column infusion. Journal of Chromatography B, 2015, 1000, 84-94 
Ziel dieses Teilprojektes war die Untersuchung des Matrixeffekts von unterschiedlichen 
Probenmatrices auf die Messung unterschiedlicher Arzneimittel. Die Bestimmung des 
Matrixeffekts wurde mit der PCI-Technik durchgeführt und sollte Anhaltspunkte zum 
Mechanismus des Matrixeffektes liefern. Insgesamt wurden 33 verschiedene 
Arzneimittel der Antibiotika, Antidepressiva, Antiepileptika, Neuroleptika, Betablocker 
und weitere für die Untersuchung des Matrixeffekts durch Urin, Plasma und 
verschiedener Abwasser ausgewählt. Die Proben von Urin, Plasma und verschiedener 
Abwasser wurden jeweils mit SPE wie im ersten Teilprojekt vorbereitet. 
Die Ergebnisse der Matrixeffekt-Untersuchung zeigen deutlich einen vom Probentyp 
abhängigen Matrixeffekt für Urin, Plasma und verschiedene Abwasserproben und 
zusätzlich einen substanzabhängigen Matrixeffekt. Für 21 Substanzen wurde wiederholt 
ein sehr ähnliches Matrixeffektprofil aufgrund von Verdrängungsreaktionen mit co-
eluierenden Matrixbestandteilen bestimmt, welches auch sehr gut mit dem gemessenen 
Gesamtionenstrom korreliert werden konnte. Die Matrixeffektprofile konnten so auch die 
für den jeweiligen Matrixtypen gängige Verteilung der Inhaltsstoffe widerspiegeln. Eine 
weitere Gruppe von Substanzen zeigte häufig einen ähnlichen Verlauf der 
Signalunterdrückung, jedoch teilweise mit Abweichungen in der Intensität. Für wenige 
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Verbindungen wurde wiederholt und überwiegend Signalverstärkung detektiert, auch in 
Kombination mit Signalunterdrückung. Diese Verbindungen (Sulfamethoxazol, 
Clindamycin, Gabapentin, Pregabalin, Nadolol, 10,11-dihydro-10-hydroxycarbamazepine 
(monohydroxy-Derivat des Oxcarbazepine, MHD)) wurden in ihren strukturellen 
Eigenschaften genau analysiert, es konnte jedoch keine eindeutige Strukturauffälligkeit 
für die Signalverstärkung identifiziert werden. Die Ergebnisse zeigen, dass der 
Matrixeffekt nicht hauptsächlich durch Verdrängungsreaktionen erfolgt, sondern auch 
aufgrund von anderen substanzspezifischen Eigenschaften (z. B. funktioneller Gruppen, 
Oberflächenaktivität, Molekülgröße, u. a.) und eine Kombination beider Mechanismen 
umfassen kann. 
Diese gewonnenen Erkenntnisse wurden im dritten Teilprojekt eingesetzt, bei dem der 
Matrixeffekt mittels PCI-Technik kompensiert werden sollte. 
1.2.3 Rossmann, J., Renner, L.D., Oertel, R., El-Armouche, A. Post-column 
infusion of internal standard quantification for liquid chromatography-
electrospray ionization-tandem mass spectrometry analysis – 
Pharmaceuticals in urine as example approach. Journal of 
Chromatography A, 2018, 1535, 80-87 
Ziel dieses Teilprojekts war die Entwicklung einer Nachsäuleninfusion (PCI-Technik) von 
internen Standards zur Kompensation von Matrixeffekten und damit zur Quantifizierung. 
Die derzeit meist etablierte Methode der Quantifizierung mittels Einsatz von 
isotopenmarkierten internen Standards ist limitiert und beinhaltet Nachteile. Die 
Methodenentwicklung basierte auf den Ergebnissen des vorangegangenen Teilprojekts 
und fokussierte sich auf die Gruppe der Substanzen mit vergleichbaren 
Signalsuppressionen. 
Wie in der Einleitung bereits beschrieben, müssen Matrixeffekte bei der 
Probenvorbereitung und der Quantifizierung durch geeignete Methoden berücksichtigt 
werden. Im vorangegangenen Teilprojekt wurde deutlich, dass für eine große Anzahl 
Analyte der Matrixeffekt ähnlich ist und auf Verdrängungsmechanismen während der 
Ionisierung beruht. Dieser Matrixeffekt, aufgrund von Massefluss, ist während der 
chromatographischen Trennung über die gesamte Laufzeit messbar. Eine PCI-Substanz 
gibt, als interner Standard, die Matrixeffekte zu den unterschiedlichen 
Retentionszeitpunkten wieder. 
Die Matrixeffektkompensation und -quantifizierung über einen PCI-Standard konnte 
erfolgreich für die Bestimmung von 16 verschiedenen Arzneimitteln in Urinproben 
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im ng/L-Bereich entwickelt und validiert werden. Die Methode wurde mit zwei 
unabhängigen PCI-Standardsubstanzen validiert. Beide Standards, die 
isotopenmarkierten Analoge von Trimipramin und Venlafaxin, zeigten die Eignung zur 
Kompensation der Matrixeffekte der 16 Analyte. Bei gleichem Aufwand liefert die PCI-
Methode bessere Ergebnisse bezüglich Präzision, Richtigkeit und Nachweisgrenze im 
Vergleich zur externen Matrix-Kalibrierung. Die Leistung der entwickelten Methode ist 
ähnlich der Quantifizierung über isotopenmarkierte interne Standards, jedoch ist der 
Aufwand der PCI geringer, da nur ein isotopenmarkierter Standard erforderlich ist. 
Allerdings ist die Quantifizierungs- und Kompensationsmethode bisher nicht in 
kommerziell erhältlichen Quantifizierungssoftwares enthalten. Dadurch ist eine manuelle 
Auswertung der Rohdaten erforderlich, was kompliziert und zeitaufwendig ist. Wenn die 
Gerätehersteller und Softwareentwickler das Potential der PCI Methode erkannt haben, 
steht einer breiten Anwendung dieser Quantifizierungsmethode nichts mehr im Wege. 
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1.3 Zusammenfassung/Summary 
Das übergeordnete Ziel dieser Promotion war die Untersuchung und Kompensation des 
Matrixeffekts für die Analytik von Arzneimitteln in komplexen Probenmatrices mit LC-ESI-
MS/MS-Technik. Zunächst konnte eine einfache analytische Methode für eine breite 
analytische Anwendbarkeit entwickelt werden. Es zeigte sich jedoch, dass die 
Matrixeffektkompensation zu einem Mehraufwand bei der Probenvorbereitung führt. 
Deshalb wurde anschließend der Mechanismus des Matrixeffektes auf die LC-ESI-
MS/MS-Technik genauer untersucht. Die gewonnenen Erkenntnisse wurden 
anschließend eingesetzt, um eine einfache alternative Quantifizierungsmethode mittels 
der PCI eines internen Standards zu entwickeln. 
Im ersten Teilprojekt wurde eine LC-ESI-MS/MS-Methode für die Analytik von häufig 
verschriebenen Antibiotika in Abwasserproben der Stadt Dresden entwickelt. Da weder 
Vergleichsmatrix für Abwasser zur Verfügung stand, noch für alle Zielanalyte 
isotopenmarkierte Standards erhältlich sind, wurde der stark variierende Matrixeffekt der 
Abwasserproben mittels der Standardaddition kompensiert. Die Ergebnisse der 
Methodenentwicklung zeigen, dass eine genaue und flexible Methode entwickelt werden 
konnte, die Matrixkompensation jedoch zu einem erhöhten Zeit- und Materialaufwand 
führt. Es wurde deutlich, dass neben bisher genutzten Kompensationsmethoden für den 
Matrixeffekt, wie Standardaddition und interner isotopenmarkierter Standards, neue 
alternative Strategien getestet werden müssen. 
In dem zweiten Teilprojekt wurde daher der Matrixeffektmechanismus von Urin-, Plasma- 
und verschiedenen Abwasserproben bei der Messung von verschiedenen Arzneimitteln 
mittels LC-ESI-MS/MS analysiert. Die Ergebnisse der Untersuchungen mittels „post-
column infusion“ konnten bisherige Erkenntnisse zu Matrixeffektmechanismen 
bestätigen und das Verständnis vertiefen. Matrixeffekte sind von der jeweiligen 
Zusammensetzung der Probenmatrix abhängig, aber auch substanzspezifisch. Dabei 
kommt es zwischen Analyt und Begleitsubstanzen zu einer Konkurrenz um freie 
Ladungsträger oder zu einer veränderten Anordnung/Verteilung innerhalb der ESI-
Spray-Tröpfchen. Gleichzeitig zeigten die Ergebnisse, dass es auch andere 
Mechanismen, wie z. B. Ladungstransfers zwischen Analyt und Begleitsubstanzen, 
geben muss. 
Schließlich wurden die Ergebnisse des zweiten Teilprojekts in einer innovativen 
Methodenentwicklung zur Matrixkompensation und zur Quantifizierung von 
16 Arzneimitteln in Urinproben verwendet. Der Matrixeffekt der Substanzen mit 
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vergleichbarer Signalsuppression konnte über einen einzelnen nachsäuleninfundierten 
internen Standard kompensiert werden. Die Ergebnisse zeigen einen deutlichen Vorteil 
der entwickelten Methode gegenüber Matrix-Kalibrierung in Präzision und Richtigkeit 
oder dem Einsatz von isotopenmarkierten internen Standards in Aufwand der 
Methodenentwicklung und Verbrauch von Standardsubstanzen. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen die Bedeutung, Komplexität und den 
Einfluss der Matrixeffekte in der Anwendung der LC-ESI-MS/MS-Technik. Einerseits sind 
geeignete Methoden für die Minimierung von Matrixeffekten wie Probenvorbereitung und 
Chromatographie nötig, andererseits müssen Ionisierungsmechanismen, insbesondere 
die Wechselwirkungen von Zielanalyten und Begleitsubstanzen, zukünftig Gegenstand 
weiterer Untersuchungen sein. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern wichtige Beiträge zur 
Verbesserung der Analytik von komplexen Proben mittels der LC-ESI-MS/MS-Technik. 
 
 
The overall goal of this Ph.D. thesis was to investigate and compensate the matrix effect 
of the analysis of drugs in complex sample matrices with LC-ESI-MS/MS technique. 
First, a simple analytical method for a broad analytical applicability was developed for 
wastewater analysis. However, the matrix effect compensation embraced the main part 
effort in sample preparation. Therefore, the mechanism of the matrix effect on the LC-
ESI-MS/MS technique was examined in more detail. The findings were used to develop 
an alternative quantification method using post-column infusion of an internal standard 
substance. 
In the first project, a LC-ESI-MS/MS method was developed to analyze commonly 
prescribed antibiotics in wastewater samples of Dresden. Since neither comparison 
matrix for wastewater nor all isotopically-labeled analogs for the target analytes were 
available, the strongly varying matrix effect of the wastewater samples was compensated 
by standard addition. The results show that the developed method is precise and flexible, 
but the matrix effect compensation leads to an increased expenditure of time and 
materials. Besides previously used matrix effect compensation methods, such as 
standard addition and internal isotopically-labeled standard, new alternative strategies 
need to be tested. 
Therefore, the matrix effect mechanism of various drugs and sample matrix 
combinations was examined in the second project using post-column infusion. The 
results confirmed previous findings on matrix effect mechanisms and deepened our 
understanding that matrix effects not only depend on the composition of the sample 
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matrix but are also substance-specific. This results to a competition of free charge 
carriers between analyte and accompanying substances or to an alternated distribution 
within the ESI spray droplets. Furthermore, the results indicate that there are other 
mechanisms, such as charge transfer between analyte and concomitant substances. 
The results of the second project were used to invent a method for matrix effect 
compensation and quantification of 16 drugs in urine samples. The matrix effects of the 
substances with comparable signal suppression were compensated by a single post-
column infused internal standard. The developed method has a significant advantage 
over the matrix calibration regarding precision and accuracy as well as the use of 
isotopically-labeled internal standards in effort of method development and consumption 
of standard substances. 
Finally, the results of this work show the importance, complexity and influence of the 
matrix effects in the application of the LC-ESI-MS/MS-technique. Suitable methods for 
minimizing matrix effects such as sample preparation and chromatography are needed 
and ionization mechanisms, in particular the interactions of target analytes with 
accompanying substances, should be investigated in future studies. The work of this 
Ph.D. project contributes to the improvement of the analysis of complex samples using 
the LC-ESI-MS/MS-technique. 
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Obige Punkte sind für die vorliegende Arbeit nicht zutreffend. 
 
Dresden, 24.08.2018 
 
 
 
Julia Rossmann  
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Erklärung zur Abgrenzung des Eigenanteils des Verfassers 
Bei den dieser Dissertation zugrunde liegenden Fachartikeln bin ich alleiniger Erstautor, 
wurde aber in Teilen bei der Planung der Experimente sowie beim Verfassen der 
Manuskripte durch die in den Artikeln gekennzeichneten Koautoren unterstützt. Die Liste 
der Antibiotika und die Planung der Methodenentwicklung zur Abwasseranalytik wurde in 
Zusammenarbeit mit Sara Schubert erstellt. Die Probenvorbereitung im 
Monitoringprogram der Antibiotikauntersuchung wurde durch Ute Mann, Kerstin Weber 
und Sara Schubert durchgeführt. Die Anschließende Analytik und Auswertung der 
Antibiotikakonzentrationen in den mehr als 300 Abwasserproben wurde von Dr. 
Reinhard Oertel durchgeführt. Die Auswahl weiterer zentral aktiver Arzneimittel habe ich 
in eigenständiger Arbeit erweitert, wofür ich die ambulanten Verschreibungsdaten der 
AOK Plus analysierte. Die Methodenentwicklung der Nachsäuleninfundierten Internen 
Standard Quantifizierung, die Messungen zu Matrixeffektuntersuchungen, Validierung 
und Methodentests sowie alle Auswertungen wurden selbstständig von mir durchgeführt. 
Die Erarbeitung der Manuskripte sowie die Einarbeitung der Gutachten der Reviewer 
war hauptsächlich meine Aufgabe. Unterstützung durch meine Koautoren habe ich vor 
allem in der Strukturierung der Texte und Korrektur der englischen Sprache erhalten. 
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